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@ Hersteilung einer FUntferembryo-Zella mrttets Transplantation. 

@ Zur Transptantsflon eines NuMsus von etna* Gaber- 
Rlnder-Enteyoaefle zu emem EnTpfinger-Rinder- 
Oozyten wta foigendes vorganommen: 

a) man isolert efoen membramimschiassenen 
Nuktous bus einer Zelle das Geber-Embryos; 

b) man entfemt das nutters chromoeomate Material 
aus dem Empf&nger-Oozytea urn eirtan soukteierten Emp- 
fanger-Oazyten herzustetten; 

c) man ordnat den Geber-Nukteus so an, dass seine 
Membran deijerigen das BmpBtagefOozyten toertachbart 
Degt; 

d) man fuslorOert etektrtsch die Membranen dee Ga« 
ber-Kukf&us und des Emp&nger-Oazyten, gegebenentaSs 
in elnem rtichtionischen ZaWusionsmeolum, urn etna ain- 
zeln© Bnbryo-ZeSe mtt einem aus dam Geber-Cmbryo 
a l a nime ndan Nukteua zu bBdan. 

Als membnsnumschtossenan Nuklaus kam man etne 
ganza Btastomere oder etne aus einer Blastomere abga- 
saugte Karyoplaste verwenden. Man term dan Nukteus 
und den Emp*anger«Oozyten derart ortentteren. dass 
die Kontaktebene Ihrer Mambranen recrrtwtnkfig zur 
Stromdurchftussn^rfhmg Im Vertahrenschrtt d) BegL 
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veiopment in vitro*, Science 226:1317-1319, 1984; Surani M..A. H. urtd andere, «Nudaar Transplanta- 
tion In the Mouse Heritable Differences Between Paternal Genomes after Activation of the Embryonic 
Genome*, Cell 45:127-136, 1986; und Rob! J. M und andere, «Nucfear Transplantation in Mouse Em- 
bryos: Assessment of Recipient Cell Stage*, Biol. Reprod. 34:733-739, 1986). 

5 KOrzlfch wurtie Qber etne Methode zur NuJdeustranspIantation belm Schaf berfchtet (Wniadsen 3. M., 
«Nucfear Transplantation in Sheep Embryos*, Nature 320:63-65, 1986), bet der Gber die Verwendung 
der Dieiektrophorese zur Aktivierung und Fusion und Qber die Verwendung von Oozyten in der Mete- 
phase II ate Empfanger bertchtet wurde. Diese Experimente fQhrten zur Qeburt von Wonierten Lfimmem 
Bis heute sind jedoch koine Verdffentiichungen zum Stand der Technlk bekannt, die slch mft Verfahren 

10 zur NukJeusubertragung bam Rind befassen wflrden. 

Es 1st daher eine Aufgabe der vorfiegenden Erfindung, ein Verfahren zu sohaffen, welches die Her- 
steilung von Rlnder-Embryos errnSgBcht 

Zur Losung dieser Aufgabe wird In der vorllegenden Erfindung eh Verfahren zur Hersteilung efner 
Rinderembryo-Zeile mitteis Transplantation eines Nukieus von einer Qeber-Rinder-Embryozelle zu ei- 

15 nem Empfanger-Rinder-Oozyten vorgeschlagen. 

Dieses Verfahren umfasst die folgenden Verfahrensschritte: 

a) man Isdlert einen membranumschlossenen Nukieus aus einer Zefle dee Geber-Embryos; 

b) man entfemt das nukieare chramosomaie Material aus dem EmpfSnger-Oozyten, urn einen 
20 enuideierten EmpfSnger-Oozyien herzustetten: 

c) man ordnet den membranumschlossenen Geber-Nukieus so an, dass seine Membran derjenigen 
des enukleierten EmpfSnge-Oozyten benachbart liegt; 

d) man fusionlert elektrlsch die Membranen des membranumschlossenen Geber-Nukieus und des 
enuideierten Empfanger-Oozyten zusammen, urn elne einzelne Embryo-Zeiie mtt einem aus dem Ge- 

25 ber-Embryo stammenden Niideus zu Widen. 

Im Rahmen der Erfindung wird auch ein Verfahren zur Hersteilung von in vitro kuitMerten Rlnder-Em- 
bryos vorgeschlagen, wobei diese Rinder-Embryos geelgnet sind, in den Ovldukt eines EmpfSnger-Miri- 
tertieres ubertragen zu werden. 
30 Dieses Verfahren umfasst die folgenden Verfahrensschritte: 

a) man fsoliert einen membranumschlossenen Nukieus aus einer einzelnen Zeile mehrzeliigen Geber- 
Rlnderembryos; 

b) man enukieiert einen Empffinger-Oozyten; 

35 c) man fflhrt den membranumschlossenen Geber-Nukteus in den perivitelHnen Raum des enukleierten 
Empfinger-Oozyten ein; 

d) man induziert elektrlsch eine Zellfusion zwischen der den Geber-Nukieus umschliessenden Mem- 
bran und dem enukleierten Empf&nger-Oozyten; und 

e) in vitro kuttiviert man den beim Verfahrensschrftt d) hergesteliten Embryo, dessen Fusion eiek- 
40 trisch induziert worden 1st 

Ein Oberbfick auf die Erfindung sowie Gnzelheften davon gehen aus der nachfoigenden detaililerten 
Beschreibung n&her hervor, 
Bel der NukleusQbertragung erfolgen im wesentfichen ein Entfemen des Nukieus aus dem Empfftn- 

46 ger-Oozyten, ein EnfOhren des membranumschlossenen Nukieus der Zeile des Geber-Embryos in den 
perivtteilinen Raum des enukleierten Empf&ngerOozyten, ein jeweSlges Orlenferen der Piasmamembra- 
nen des membranumschlossenen Geber-Nukieus und des enukialerten EmpfSnger-Oozyten, urtd ein 
elektrisches Induzieren der Aktivierung des Oozyten und der Fusion des membranumschlossenen Ge- 
ber-Nukieus in den enukleierten EmpfSnger-Oozyten. Die Zustandsbedingungen fir den Oozyten bei 

50 der Aktivierung und die Art und Weise, wie die Verfahrensschritte der Aktivierung und der Fusion durch- 
gefQhrt werden, sind fOr den Erfolg der NukleusQbertragung von Geber-Zellen oder -NuWei zu enukleier- 
ten Rlnder-Oozyten krftisch. 

Dabel werden die Nuklel aus dem Geber-fthderembryo ohne Durchdringung der Plasmamembran 
entfemt, und sie werden durch eiektrisch induzierte Zeltfusion in Empfinger-Oozyten eingefuhrt Es 

55 handeH sich also urn elne niohtaufbreohende Methode zur Entfemung des Nukieus aus dem EmpfSn- 
ger-Oozyten und zur isoiierung eines membranumschlossenen Nukieus von einen Geber-Embryo, wo- 
bei man als membranumschlossenen Nukieus entweder eine aus dem Geber-Embryo entnommene ein- 
zelne ganze Blastomere oder eine aus einer Zeile des Geber-Embryos abgesaugte membranumschlos- 
sene Karyoplaste verwenden kanru Der Geber-Nukieus wird dann dem EmpfSnger-Oozyten 

60 nahegebracht und man verwendet eiektrisch induzierte Zelffusion, urn den Nukieus aus der Geber-Bn- 
bryozefie in eine EmpfSnger-Zelle einzufflhren. 

Somlt ermdglicht die Erfindung die Hersteilung von Rlnder-Embryos grundsitdich nach der nachfoi- 
genden Fflnfschrlttmethode: 

65 1) Auswahl eines zur NukleusQbertragung geeigneten Empfanger-Embryos oder -Oozyten: 
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2) EnuWeation, d.h. Entfemen des NukleusmateriaJs aus dem Empfgrtger-Oozyten; 

3) BnfQhrung des rnembranumschlossenen Nukleus aus dem Geber^Erribryo in den ©nuWeierten 
cmpfanger-Oozyten; 

4) Ortentieren dee rnembranumschlossenen Geber-Nukleus und des enukleterten EmpfSnaer-Oozvten 
5 zwecks Zelifusion; und ^« y" wtywi 

5) Fusion der den Geber-Nukleus umschliessenden Membran mft der Membran des Emoffinaer- 
Oozyten und Aktjvjerung des Empf§nger-Oozyten durch Dielektrophorese. y 

Erreicht wjixJ damit schliessfich e!ne NukleusQbertragung zwecks Produktion einer Mehrzahi von oe- 

10 nettsch Wenbschen Embryos und schliessiich Tieren. 

Der Begriff «Oozyt». wie er hier fOr die Empfanger-ZelJe verwendet wird, bedeutet elne Zelle die sich 
aus einem Oogonium entwickeit und nach Meiose ein relfes Ovum wird. Es wurde gefunden dass zur 
wirksamen NuWeustransplantation beim Rind nicht aiie Oozyten gleich optimale Zellen sind Zu den 
Zwecken der voriiegenden Erttndung wurden entweder in vivo Oder in vitro herangereifte Oozyten im 

15 Stadium der Metaphase II ais optimal befunden. Reife Embryos im Stadium der Metaphase II k3nnen 
chirurgisch aus entweder superovufierten Oder nlcht-superovulierten KQhen Oder FSrsen 35 bis 48 Stun- 
i e J2J? ac !j dem Bns8tzen des Oestrus oder nach einer Injektion von humanem Choriongonadotropin 
(hCG) oder ernes fihnlichen Hormons gesammeit werden. In einer AKemative k6nnen unreife Oozyten 
durch Ansaugen aus den von geschlachteten KQhen oder FSrsen erhaltenen Ovarien-Folllkeln entnonv 

20 men werden, und dann l£sst man sie in vitro durch geeignete Hormonbehandlung und Kultivierung her- 
anreifen. 

Die Embryos von Geber-Zelien kfinnen durch SpGiung aus chirurgisch erhaltenen Ovidukten errtnorn- 
men werden, oder man kann sie auf bekannte Weise nicht-chirurgfech aus dem Uterus herausspbleru 
Das Entwfcklungsstadium der Geber-Embryos solite zwlschen dem 2- und dem 32-zeiligen Stadium 
25 ah. vor einer nennenswerten Zellendfferenzierung liegen. Geber-Embryos beim 16- bis 32-zeiiigen Sta- 
dium werden manchmai ais Morula eher als Blastuia bezeichnet Nichtdestowenfger wird im voriiegen- 
den der Terminus Blastuia verwendet werden, urn das Embryo zu bezeichnen, und der Terminus Bia- 
stomere wird verwendet werden, urn elne einzefne Zelle aus irgendeinem solchen Embryo vor der Ga- 
strulation zu bezeichnen. 

30 Der Nukleus der Geber-Zelie ist membranumschloseen. Urn sie ais rnembranumschlossenen Geber- 
Nukleus zu verwenden, kann man entweder elne aus dem Geber-Embryo entnommene einzeine ganze 
Biastomere oder eine aus einer Zeiie des Geber-Embryos abgesaugte membranumschtossene Karyo- 
plaste - welch letztere eine angesaugte zeliulSre Untermenge 1st, die einen Nukieus und eine geringe 
Menge des von einer Plasmamembran umschlossenen Zytoplasmas umfasst - verwenden. 

35 Die Mikromanipulation der Rinder-ZeDen wird auf eine Weise durohgefQhrt, die den Methoden von 
McGrath und Sorter (vgL vorstehend) Shnlich ist, auf wetche far Snzelheiten der Technik der Mikroma- 
nipulation verwiesen wird. Die Mikromanipulation wird durchgefuhrt, indem man eine Zelihalterungs-Pi- 
pette rnit elnem Aussendurchmesser von etwa 120 Mikrometer und einem innendurohmesser von etwa 
25 bis 35 Mikrometer sowie eine abgeschr&gte und scharfgeschliffene EnuWeations- und Ubertragungs- 

40 pipette mft einem Aussendurchmesser von etwa 26 bis 35 Mikrometer verwendet Reife Oozyten sollten 
erst mit Cytochalasin B zu etwa 7,5 Mforbgramm pro MRIiiter oder mit einem in seiner Wirksamkeit Shn- 
llchen MikrotubulHnhibrtor behandeit werden, und zwar in einer Konzentration, die genQgt urn die Efn- 
fQhrung der Enukleatione- und Ubertragungspipette durch die Zona Peiludda und die Entfernung eines 
Teiles des Zytoplasmas zu erlauben, ohne an irgend einer Stelle die Plasmamembran tatsSchilch 

45 durchzubrechea Der reife Oozyt wird zunSchst mit der Zellhaiterungsplpette durch miides Ansaugen 
festgehalten. Dann wird die Enucleations- und Obertragungspipette durch die Zona Petlurida des Oozy- 
ten entweder an der Stelle der Metaphase-il-W6Ibung oder in NShe des ersten Poik6rpers eingefQhrt, 
d.h. an einer Stelle, die dazu bestimmt ist, in NShe der Metaphasen-Chromosomen zu liegen. Die Pi- 
pette dringt nicht durch die Plasmamembran hindurch. An die Pipette angeiegtes Ansaugen zieht eine 

50 ZeilenwSlbung in de Pipette hinein, was im Falie der Metaphase-ll-weibung die gesamte Weibung und 
umgebendes Zytoplaema oder im Falie des ersten Poikfirpers den Poikorper plus das umgebende Zyto- 
plasma umfasst Dleser Verfahrensschrttt Ist dazu bestimnt, alte Metaphasen-Ghromosome In die Pipet- 
te zu Ziehen. Wenn die Pipette unter Beibehaltung der Saugwirkung zurQckgezogen wird, wird die Ptas* 
mamembran gedehnt und sie versiegeit sich dann auf sich selbst, wobei sie auf dem enuWeierten 

55 Oozyten eine kompetente Plasmamembran hintertasst 

Die Geber-Embryos kfinnen mit Cytochalasin B behandeit werden oder auch nicht, Je nach der Gr6s~ 
se der Ubertragungspipette. Wenn man elne Pipette von weniger als 30 Mkrometer verwendet emp- 
fiehit sich eine Behandlung, urn einem Bruch der Biastomere vorzubeugen. Die NuWei der Geber-Em- 
bryozeiien werden entweder durch Ansaugen eines den Nukleus enthattenden Teiles der Biastomere, 

60 womit eine Karyoplaste geschaffen wird, oder durch Ansaugen da- ganzen Biastomere Qbertragen. Das 
Ansaugen der gesamten Zelle wird vorgezogen. Die den angesaugten rnembranumschlossenen Nukieus 
tragende Obertragungspipette wird dann durch die Zona Peflucida des enukleterten Empf an ger-Oozyten 
eingefuhrt und der membranumschtossene Nukieus wird unter der Zona Pelluctda abgelegt, wobei seine 
Membran an die Plasmamembran des EmpfSnger-Oozyten anstosst 

65 Die Fusion des rnembranumschlossenen Nukleus mit dem enukieierten Empf&nger-Oozyten und die 
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gleichzeHige AktMerung des Empfanger-Oozyten warden In elnem einzigen DleJektrophoresa-Verfah- 
rensschritt durchgefflhrt, wobef handeisObiiche, nachstehend beschriebene Elektrofustonssdnrfchtungen 
verwendet warden. Vor der Bektrofusion des Geber-Embryonukleus zusammen mit dem enuWeJerten 
Empfanger-Oozyten ist es bevorzugt, die Zellmembranen Im eiektrischen FeJd zu orientieren. Der Ter- 

5 minus «Ortentlerung», wle er hler verwendet wird, wird definiert ais die Anordmmg von zwel Zellen auf 
solche Weise, class die Kontaktebene der beiden Membranen, d.h. der Plasmamembran des den Ge- 
ber-NuWeus tragenden KSrpers und die Plasmamembran des enukteierten Empfanger-Oozyten, tie zu- 
sammenfuslonlert werden, rechtwinWlg zum eiektrischen Feid flegt Ee wurde gefunden, class eine zu- 
faHsmtsstge Orient! erung zu elner ausgepragten Vernilndemng der Proportion von erfolgretehen Fusio- 

10 nen fOhrt Wenn Zellen so orlentiert sind, dass Ihre Fusionsmembmnen einander parallel sind oder mft 
dem eiektrischen Feld einen Winke! von etwa 45 # Widen, erfolgt sine Vernilndemng der Proportion von 
erfolgreichen Fusbnen. Die Orientlerung kann etektrisch oder mechanlsch bewerkstelflgt werden. Wenn 
die beiden Zellen in Ihrer Gr6$se nicht vfe! zu verschieden sind, bewirkt elne gerfnge kurzzeftrge (10 
Sekundon) Rlcht-Woohsslspannung (5 Volts pro Millimeter bei 1000 kHz), dass die ZeOen mit einander 

15 anliegenden Membranen reorientiert warden. Es kann sefn, dass wiederholte impulse benfitigt werden. 
Wenn die Zellen von seftr verscniedener Grosse sind, kann mechanische Manipulation erforderiich sefn, 
um die Membranen auf geeignete Weise zu orientieren. 

Die tatsSchiiche ElnfQhrung eines membranumschlossenen Nukleus In einen enuJdelerten Oozyten 
wird nach elner dielektrophoretischen Methode der Zeilfusion durchgafOhrt, wobel Gleichstrom und ein 

20 nlchtleitendes; dh. nlcht ionisches ZelifusionsmedJum wte elne Mannitofldsung oder ein Zimmerman- 
Zeilfusionsmetfium (GCA Corporation, Chicago, Illinois) verwendet wird Das Phanomen der Fusbn ist 
das Resultat des Zusammenbruchs der Zeltmembran und der Blidung von Poren zwiscben auf geeigne- 
te Weise orientierten, einander gegenQbediegenden Zellen. Die zwlschen dan beiden Zellen geschaffe- 
nen Poren oder fdeinen Kanale sind wegen der hohen OberflachenkrOmmung der Kanale und der damtt 

25 inn Zusammenhang stehenden hohen Spannung In der Membran thermodynamisch InstabiL Diese Ineta- 
biRtat verursacht, dass die Kanale mBeinander fusionieren und sich vergrossem, bis die Membran elne, 
einzelne Zelie bitdet 

Die naohstehenden Beispieie warden zum Zwecke der VeranschauJichung gebracht und beschranken 
die Erflndung nlcht 

30 

E^rerimentelte . YorcSnqe 

Embrvoguellen. Oozyten im Stadium der Metaphase oder Rinderembryos in spaterem Stadium war- 
den aus den Ovidukten von nicht^perovufierten oder superovulierten geschlachteten KOhen oder Fir- 

35 sen im ZeHpunkt 36 bis 108 Stunden naoh dem Bnsetzen des Oestrus entnommen. Die Tiere wurden 
vorzugsweJse mit zwe) Injektionen (Total 2 cm*) Natriumdoprostenol («Estrumate», ein eingetragenea 
Warenzeichen von Mfles Laboratories, Shawnee, Kansas) synchronislert und duroh elne 4-tfigige Be- 
handlung mit 40 mg FSH-P (von Bums-Biotech Laboratories, Omaha, Nebraska) superovuiiert In den 
Nukleustransplantations-Experimenten wurden Empf§nger~Oozyten im Stadium der Metaphase II ver- 

40 wendet, cfie in vitro oder in vivo ais Empfinger herangeretft wurden, und ais Geber wurden Embryos im 
2- bis 32-zeJQgen Stadium verwendet 

Behandiung und Micromanipulation der Embrvos. Embryos wurden entnommen und in elnem mit TL 
Hepes gepufferten modtfizierten, nach Bavister und anderen (« Development of Preimpiantatfon Embryos 
of the Golden Hamster in a Defined Culture Medium*, Blot. Reprod 28235, 1983) hergesteilten Medi- 

45 um manipuliert Die Embryos wurden In ein Cytochalasin B (7,5 mg/l) enthaltendes Medium zehn Minu- 
ten vor und wahrend der Manipulation eingesetzt Dem Medum wurde auch Demicokane (0,1 mg/l) bei- 
gegeben, Zir Untersuchung der Bedingungen der Zeilfuslon beim Rind wurde eine kieine Zytopiaste 
vom Empfanger-Oozyten entfemt und dann In den periviteflinen Raum wieder eingefQhrt. Zur Nukleus- 
transplantation wurden pronukleare Empf anger-Embryos zunachst nach einer Methode von Wail und 

50 anderen (« Development of Porcine Ova that were Centrlfuged to Permit Visualization of Pronuclei and 
Nuclei*, Blot. Reprod. 32:645, 1985) be) 15000 G ( « oa. 160 000 m/s*) wShrend 3 Minirten zenirifu- 
giert, um die Visuallslerung der PronuWel zu ermdg lichen. 

Empfanger-Oozyten wurden enuWeiert, Indem unter Verwendung elner 25- bis 35-MIkrometer-Pipette 
etwa eine Halfte des dem Polkfirpsr benachbarten Zytoplasmas angesaugt wurde, was einen enuklaier- 

55 ten membranum8chbss8nen EmpfangerOozyten hintenless, Nuklei aus Geber-Embryos im spateren 
Stadium wurden entfemt Indem aus einer Blastomere der Nukleus und ein TeQ des anschiiessenden 
membranumschlossenen Zytoplasmas angesaugt wurde, oder die gesamte Blastomere angesaugt wur- 
de Die Mikromanlpulation wurde durdigefOhrt indem eine Halterunge-Pipette mit elnem Aussendurch- 
messer von etwa 120 Mikrometer und elnem innendurchmesser von etwa 30 Mlkrometer sowie eine ab- 

60 geschragte und soharfgeschliffene EnuWeattons- und Obertragung^>lpette mit einem Aussendurchmes- 
ser von etwa 25 bis 35 Mikrometer verwendet wurden. Bnen Nukleus errthaltende ganze Blastomere 
wurden aus Geber-Embryos entfemt und nach der Methode von McGrath und Softer in den perivttelli- 
nen Raum des Empfanger-Oozyten eingefQhrt. 
Bel denjenigen Embryos, in den en eine EntwicJdung In vitro zu beobachten war, wurden Embryos in 

65 50-Mikroiiter-Tropfen von modifiziertem Tyrodes-Medium unter ParaffinSI In elna- befeuchteten, 5% CO2 
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enthattenden tuftatmosphane bei 97,5 6 C eingesetzt Die Entwicklung von Embryos in SchafOvidukten 
wurde ebenfalie beobaohtet Embryos wurden in Agar-BI5oke eingesetzt, dann in die Sohaf-Ovidukte 
Obertragen, welche oberhaib der tubo-uterinen Vereinigung iigaturiert wurden. FOnf Tag© naoh der 
Ubertragung wurden die Embryos entnommen und die Entwicklung evaiulert Das Entwicklungspotential 

6 wurde ausserdem in zwei Embryos durch Obertragung in eine Empffinger-Kuh untersucht 

Mitotan, E8 wurden eine Methode mit fusigenem Virus (unter Verwendung von zwei verschiedenen 
Viren) und eine Bektrofusionsmethode auf de Fusion der wfe im Voriiegenden beschrieben hergesteli- 
ten Geber- und EmpfSnger-Zellen untersucht Ein Sendai-Virus wurde gezGchtet und nach der Methode 
von Giles und Rudcfie (-Production of Sendai virus for ceP fusion*, in vitro 2:103, 1973) inakuviert Der 

10 Titer des Sendai-Virus lag zwischen 6400 und 9600 Hemaggjutinalionseinhelten^mi gemfiss Untersu- 
chungen an roten Blutkfirperchen vom Meerschweinchen, Dieses Virus ergab mehr ate 90% Fusionen 
in gleichzeitig durchgefOhrten NuWeustranspianta1ions-E>q>erimenten an Maus-Embryos. Das andere un~ 
tersuchte Virus war das von a J. Letchworth (Letehworth und LaDue, -Bovine Herpes MammBRis in 
Two New York Dairy Herds*, J. Am. Vet. Med Assoc. 180:902, 1982) erhaltene Rinderherpes-Vlrus 1 

15 {Stamm NY1)* Das Rindertierpes-Virus wies einen Titer von 10? TCIDBo/ml auf und wurde 100mal kon- 
zentriert Dieses Virus verursacht die Zeiifusion in Kultur-Zellen von Rhdergewebe leJcht Beide Viren 
wurden wie von McGrath und Solter beschrieben {vgt vorstehend) verwendet Beim Versuch, Zytopla- 
sten mit relfen Rinderembryos zu fusionleren, wurde unter Verwendung der fusigenen Viren kein Erfolg 
erreicht Dementeprechend erfoigten aile nachfolgenden Fusionsversuche unter Verwendung der Elek- 

20 trofusion. 

Zwei Arten von Meo3en t TL Hepes und ZfmmermarhZelifusionsmediurn (QCA Corporation, Chicago, 
Uilnois), wurden in bazug auf deren Wirkung auf die Fusionsproportion vergiichen. Zellen aus Embryos 
wurden im Medium gewaschen und dann in die Fusionskammer mit dem geeigneten Fusionsmedium 
eingesetzt Nach der Fusionsbehandlung wurden Oozyten in 60-Mikroiiter-Tropfen von modifiziertem Ty- 

25 rodes-Medium unter Paraffinol in einen Inkubator mit einer befeuchteten, 5% CQ2 enthaitenden Luftat- 
mosphare eingesetzt und periodisch auf Fusion beobachtet 

Die AktMening und die Fusion der intakten membranumschlossenen Nukiei mft den enukieierten 
Oozyten wurden durch Dieiektrophorese in einem Zimmerman-Zellfusionsmedium unter Verwendung ei- 
nes Zimmerman-Bektrofusionsinstruments (GCA Corporation, Chicago, Illinois) durchgefOhrt Die Fu* 

30 sionskammer bestand aus zwei paralleien Elektroden im Abstand von 1 mm voneinander auf einer 
Qlasplatte. Das instrument wurde auf fotgende Welse eingestelit 



Fusionsspannung: 

Etektrodenabstand: 

Orientierungsspannung: 

Orientierungsfrequenz: 

tmpuisdauen 

Postfusions-Orientierungszelt 



Der Orientierungsimpuls erwies sich ais im grossen ganzen erfoigjos beim Orientieren von Weinen 
Blastomeren Oder Karyoplasten, cfle anschiiessend an die Membran des EmpfSnger-Oozyten In Rlnder- 

46 Zellen angeordnet worden waren. Folglich wurde die Orientierung im wesenflichen mechanisch vorge- 
nommen. Der membranumschtossene Nukieus, dh. Biastomena oder Karyoplaste, und das enuWeierte 
Oozyt wurden unter Verwendung einer Halterungs-Pipette derart mechanisch aufeinander orientiert, 
dass der Fusionsimpuis rechtwinkiig zur GrenzflSche der den Nukieus umschiiessenden Membran und 
der Membran des enukieierten Oozyten fliessen konnte. Die Embryos wurden dann in vitro wShrend 

50 18-24 Stunden in 50-Mlkrofiter-Tropfen von modifizierten Tyrodes-Medium kurtiviert, dann in Agar-BI5k- 
ke zur Obertragung in das Hgaturierte Ovidukt eines Empfinger-Muttertieres wie beispieisweise eines 
Mutterschafes eingesetzt 

BEiSPlEL 1 

55 

Die Wirkung der Zeilenorientierung auf die Fusionsproportion wurde anfSngiich mit 2-zetligen Maus- 
Embryos untersucht Membranumschtossene Geber-Nuklei und Oozyten wurden mit einem Weohael- 
spannungs-lmputs von 1000 kHz und bis zu 5 Volt orientiert Nach der Orientierung wurden die Zellen 
wShrend 20 Mikrosekunden einem Gieichstrom-Fusionsimpuls von 100 Volt ausgesetzt Beim Fusionie- 
60 ren von Rinder-Zellen wurde gefunden, dass die kfeine Dimension der Geber-Zeiien den Zeiien kelne 
genOgende^Poiaritat verleiht, um eine Orientierung durch einen Wechseispannungs-lmpuls zu ermogil- 
chen. Folglich wurden die Zellen unter Verwendung einer Hatterungs-Ppette mechanisch aufeinander 
orientiert 

Die zur Etektrofusion untersuchten Bedingungen waren die Art des Puffers, die Imputespannung, die 
65 Impuisdauer und die Zeltenorientierung. Wie in der naohfolgenden Tabeiie 1 veranschauiicht, ergab das 



100-120 Volt (Gleichspannung) 
1 mm 

1-6 Volt (Weohselspannung) 
1000 kHz 

10-40 Mikrosekunden 
5 Sekunden 
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nichteiektrdytische ZImmmnan-Zellfusionsmecfium eine hohere Ristonsproportion (8/3; 89%) ate TL 
He Pes (1/9;. 11%). Zwischen Imputsen von 100 und 120 Voft wurde kein auffeJIender Untersohted beob- 
achtet 

5 TABELLE 1 



10 



FusionsrnecSum 


Impulsspannung 
(40 Mikrosekunden) 


Fustonlert/ 
Total 


% Fusion 


TL Hep es 


100 V 


Q!S 


0 


TL Hopes 


120 V 


1/4 


25 


Zimmerman 


100 V 


&6 


100 


Zimmerman 


120 V 


3/4 


75 



ImpuJszetten von 20 und 40 Mikrosekunden ergaben fiqulvalente Fuslonsproportionen, wahrend 10 
Mikrosekunden nioht so whteam waren, wie eus Tabelle 2 ersichtlich 1st 

TABELLE 2 

Impulsspannung Impulscteuer Fusfonlert/ % Fusion 
(Mikrosekunden) Total 

100 V 40 14/18 78 

100 V 20 15719 79 

100 V 10 2/10 20 



BEISPIEl 2 

30 Die Entwicklung von Embryos, bei denen Pronuklel erst entfernt und dann wiedar efrtgefOhrt wurden, 
wurde in vitro urrtersucht urn die Lebensfahigkelt von Rinderembryos mit eingefOhrten NuWd zu unter- 
suchen. Von 29 soiohen Embryos mit wiedereingefQhrten Nuklei entwlckeiten sich 9 bis zum 7- bis 12- 
zelligen Stadium und 6 entwlckeiten sich bis zum 4- Us 6-zeUlgen Stadium, wahrend der Rest sich 
nacn KultMerung in vitro wShrend 48 Stunden im 1- bis 3-zeilIgen Stadium befand. 

35 Als nfichstes wurden Untersuchungen uber tatsSchllche NukJeusCbertragungen von Geber-EmbryozeJ- 
len zu Embryos im pronuklearen Stadium angestelft Tabelle 3, die nachstehend zwefteilig angegeben 
wird, zeigt die Entwicklung von NukleustranspJantaten und Referenzembryos rtach einer Entwicklung Im 
Ovidukt eines Senates wahrend 5 Tagen. Die Refererstembryos waren aus Kflhen glelchentags entnom- 
mene Embryos, und sie wurden in den melsten Fallen zum Ovidtict Obertragen, das demjenigen vom 

40 Embryo mit Nukleustransplantat gegenuberiag. 



TABELLE 3 



45 



50 



Nukleus-Geber 


Zytoplasma- 
Empfanger 


Gbertragene 
Anzahl 


wledergewonnene 
Gesamtzahl (%) 


leere Zona 
(%) 


Pronukleus 


Pronukleus 


71 


38(54) 


9(13) 


Referenz 




49 


30(61) 


0(0) 


2-, 4- oder 8-zel!ig 


Pronukleus 


18 


10(56) 


3(17) 


Referenz 




23 


19(53) 


0(0) 



60 



7 



CH 685 765 A5 



TABELLE 3 (Fortsetzung) 



10 



35 



Nutdeus- 
Geber 


1- bis 3-zellig 
(%) 


4- bis 6-zellig 
(%) 


7- bis 9-ze 
(%) 


ffig 10- bis 16-zeUig 
(%) 


Morula oder 

Blastozyste 

(%) 


Pronukfeua 

Referenz 

2-, 4- oder 
8-zellig 


14(48) 
12(40) 
7(100) 


3(10) 

2(7) 

0(0) 


3(10) 

2(7) 

0(0) 


2(7) 

3(10) 

0(0) 


6(17) 

11(37) 

0(0) 


Referenz 


8(42) 


1(5) 


1(5) 


1(5) 


8(42) 



15 sewonn^^rten") ba5leren SUf Anzahl lntakter Embryos* die aus Ovidukten von Schafen wieder- 

Rsfemnrfmbryos befanden sich im pronuWearen bis 8zelligen Stadium, und zwar nteht onbedlnat im 
glejohen Stadium wie Embryos mft Nukleuetransplantat, daher konnten keine direkten \imSSSS^ 
schen den [ errdcrrteri i Zellenstadien angestellt werden. Die Referenzgruppen zeigten jedoch. dass die 

20 Embryos iibsrtebt und sich entwfckert hatten. nachdem sie von geschlachteten Tieren wiedergewonnen 
zum Labor tnansportiert und w&hrend mehrerer Stunden auf Raumtemperatur gehalten worden waren 
Pronukfeare Embryos, in denen Nuidei errtfemt und wieder eingefQhrt worden waren, entwicketten sich 
auch zu Morula oder Blastozysten im Ovidukt elnes Schafes. Zwei der Embryos, die sich aus der oro- 
nuklearen WiedereinfOhrung entwickeft hatten. wurden in eine Ernpffinger-Kuh Qbertragen, und bSde 

25 ranrten zur Geburt von normaien Kalbem. Embryos, bei denen die Pronukiei durch Nuidei aus Embryos 
fen 2-, 4- oder 8-zeffigen Stadium ersetzt worden waren, entwlckelten sich nlcht Ober eine oder zwei 
Furchungan hinaus. 

Obwohl afle Embryos in Agar eingebettet waren, wurden die meisten in einem von Agar-Biacken frei- 
en Zustand wiedergewonnen. Referenz-Embryos wurden alie intakt wiedergewonnen; 16% der Qbertra- 
30 genen mikromanipulierten Embryos wurden jedoch ats ieere Zona Peilucida wiedergewonnen 

Diese ExfKsrimente zeigten auf, dass Nuktei aus pronukiearen Rinder-Zellen entnommen warden kQn- 
nen und nukleares Material darfn mit Erfolg eingefQhrt werden kann. Zelifusion zwischen Nuklear-ZeHen 
und Emptanger-Oozyten war in einem nicht-ionischen Medium megiich und zeigte sich dann optimlert 
wenn die Membran-Grenzflache zwischen der Geber-Zeile und dem EmpfangerOozyten rechtwinklia 
zur Richtung des elektrischen Fusionsimpuis orientiert war. 



in diesem Beispiel wurden als Geber-Zeilen Blastu la-Embryos ausgewShlt, die bei Schtachtung 2 bis 

40 5 Tage nach Oestrus entnommen wurden und sich im 4- bis 32-zefiigen Stadium befanden. Empfanger- 
Oozyten wurden aus 1 bis 6 mm grossen Follikeln aus Ovarien angesaugt, die im Schlachthof entnom- 
men worden und in vitro wahrend 22 bis 26 Stunden nach der Methode von Critser und anderen (-in- 
fluence of Cumulus Celi Association During In Vitro Maturation of Bovine Oocytes on Embryonic De- 
velopment*, Biol, of Reprod 34:suppl. 1 p. 192 (Abstract No. 286), 1986) herangererft waren, oder es 

45 wurden in vivo herangereifte Ovarien bei Schiachtung 36 Stunden nach Beginn des Oestrus entnom- 
men. Den Empfanger-Oozyten wurde der Cumutus Oophorus durch Verwirbein wahrend 10 Minuten in 
TALP-gepuffertem. 1 mg/ml Hyaiuronidase aus Rinder-Hoden enthaJtendem Medium entnommen. 

Bei der vorangehend beschriebenen Methode wurden die herangereiften Oozyten enukleiert, wobel in 
einigen Fallen der Polkdrper und nur das benachbarte Zytqpiasma, in anderen Fiiien etwa die HSIfte 

50 des Zytoplasmas entfernt wurden. Die Enukleation und die Ubertragung wurde in 7,5 mg/l CytochaJasin 
B durchgefOhrt Mit NukJei versehene Geber-Blastomere wurden aus den Geber-Embryos angesaugt 
und in den perivtteJIinen Raum der enukleierten EmpfSnger-Oozyten eingefQhrt Die Aktivierung und die 
Fusion wurden durch Dieiektrophorese in einem Zimmerman-Zeiifusionsmedium nach der vorstehend 
beschriebenen Methode durchgefOhrt Nach ihrer Fusion wurden Embryos wfihrend 16 bis 18 Stunden 

55 in modifiziertem Tyrodes-Medium kutth/iert, bevor sie in Agar-PiSttchen eingebettet und zum iigaturierten 
Ovidukt efnes Mutterschafes Qbertragen wurdea 

Nach Kuitivlerung in vttro wahrend 5 Tagen wurden die Embryos entnommen und evaluiert. Die 
Evaluation der Resuitate zeigte eine erh6hte Wirksamkeit der Fusion auf, wenn dem Empfanger-Oozy- 
ten etwa die HaJfte seines Zytoplasmas entfernt worden war und wenn die Geber-Blastomere von ei- 

50 nem 4- bis 16zeHigen Embryo kam. FQr diese Empfanger/Geber-Kombination betrug die Wirksamkeit 
237 aus 342, was zu 69% erfolgrelche Fusionen bedeutet Die Wirksamkeit einer EntwickJung in vivo 
bis zum Morula- oder Blastozysten-Stadium war nicht deutitch verschieden, ungeachtet dessen, ob der 
Empfanger-Oozyt nach der einen oder anderen Methode vorbereitet worden war (3,7% und 1,9%). Die 
Entwickiung bis zum Morula- oder Blastozysten-Stadium veriief Jedoch besser fur die in vivo herange- 

55 retften Oozyten (27%) im Vergleich zu den in vitro herangereiften Oozyten (1,9%), auch wenn diesen 
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SSSS? wonien war. Anscheinend waren die in vftro herangereffien 

^f 1 ™ herangerelft Die Embryos, die si* bis zum Morula- oder BlastazystervStadium 
entw^elt^, schlenen eine normale EntwicJdung autzuweisen. Von den Embryos im Morula- oder Bla- 
stoz^ten-Stoiiurn wurden 14 nlcht-^hirurgisch in den Uterus von Milohvieh zu einem geeigneten StadK 
5 umji^ O^^trai^^erX, wie es auf Obfiche Weise mH Emhryo-Transplanteten germSrt wird Vler 
in drei Mutterkflhen ausgetragene TrSohtigkeften fQhrten erwartungsgemfiss zu normaten KSlbera 

Aus diesem Belspiel geht hervor, dass de Obertragung von Nukiei von 4- bis 16-zel!Igen Geber-Em- 
bryos in EmpfSnger-Oozyten zur Schaffung von lebenstehlgen Embryos und echilesslich zu Lebendge- 
burten fQhren kann. DIese Resultate suggerieren, dass die NukleusOberfragung verwendet werden 
10 kann, urn genefech idenfische Embryos zu vermehren, so dass die Produktlon von Herden von aene- 
tisch identischem Vieh mogfioh werden konnta 

Obwohl die vorliegende Erfindung einlgermassen fn Ihren Brtzeiheften beschrleben worden 1st, wird 
es naheilegend erscheinen, dass Innerhafb des von den AnsprOchen erfassten Rahmens oewisse Ande- 

mnoan Qinnefflhrt wArri^n lrrtnn«n 
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rungen elngefflhrt werden kdnnen. 
PatentansprOche 



1. Verfahren zur Hersteflung einer Rinderembryo-ZeiJe mffiets Transplantation eines Nukleus von ei- 
ner Geber-Rinto-Embryozella zu einem EmpSnger-Rinder-Oozyten, umfassend die folgenden Verfah- 

20 rensschritte: 

a) man isoiiert einen membranumschlossenen Nukleus aus einer Zeile des Geber-Embryos; 

b) man entfernt das nukleare chromosomale Material aus dem Empffinger-Oozyten, urn einen 
enukieierten Empfinger-Oozyten harzustelten; 

c) man ordnet den membranumschlossenen Geber-Nukleus so an, dass seine Membran derjertlgen 
25 des enukieierten Empf&nger-Oozyten benachbart Itegfe 

d) man fusioniert elektrisch die Membranen des membranumschlossenen Geber-Nukleus und des 
enukieierten Empf&nger-Oozyten zusammen, um eine dnzelne Embryo-Zelle mit einem aus dem Ge- 
ber-Embryo stammenden Nukleus zu biiden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei weichem man als membranumscWossenen Nukleus eine ganze 
30 Blastomere oder eine aus einer Blastomere abgesaugte Karyoplaste verwendet 

3. Verfahren nach Anspruch 1, bei weichem man ausserdem den membranumschlossenen Nukleus 
und den enukieierten Ernpf&nger-Oozyten vor dem Verfahrensschrftt d) derart orientiert, dass die Kon- 
taktebene Ihrer Membranen rechtwirtkllg zur Ourchflussriohtung des elektrischen Stromes im Verfahrens- 
schritt d) llegt 

35 4. Verfahren nach Anspruch 1, bei weichem der Empffinger-Oozyt ein Oozyt in der Metaphase II 1st 

5. Verfahren nach Anspruch 1, bei weichem man den membranumschlossenen Nukleus und den 
enukieierten EmpfSnger-Oozyten vor dem Verfahrensschrftt d) in ein nlchtlonlsches Zellfusionsmedium 
einsetzt 

6. Nach dem Verfahren gemass Anspruch 1 hergestellte Rinder-Embryozeile. 

40 7. Verfahren zur Herstellung von in vitro kuitivierten Rinder-Embryos, die geeignet sind, in den Ovf- 
dukt eines Empfanger-Muttertieres Obertragen zu werden, umfassend die folgenden Verfahrenaschrftte: 

a) man isoiiert einen membranumschlossenen Nukleus aus einer einzelnen Zeile mehrzeJIigen Geber- 
Rlnderembryos; 

b) man enuklelert einen Empfanger-Oozyten; 

45 c) man fQhrt den membranumschlossenen Geber-Nukleus In den perivfteilinen Raum des enukieierten 
Empfanger-Oozyten ein; 

d) man Induziert elektrisch eine Zelifusion zwischen der den Geber-Nukleus umschDessenden Mem- 
bran und dem enukieierten Empfanger-Oozyten; und 

e) in vitro kuttiviert man den beim Verfahrensschrftt d) hergesteltten Embryo, dessen Fusion elek- 
50 trisch Induziert worden isi 

8. Verfahren nach Anspruch 7, bei weichem man beim Verfahrensschrftt a) als membranumschlosse- 
nen Nukleus entweder eine aus dem Geber-Embryo entnommerte etnzelne ganze Blastomere oder eine 
aus einer Zeile des Geber-Embryos abgesaugte membranumschlossene Karyoplaste verwendet 

9. Verfahren nach Anspruch 7, bei weichem man den membranumschlossenen Nukleus und den 
55 enukieierten Empflnger-Oozyten vor dem Verfahrensschritt d) orient! ert, um die Kontaktebene Ihrer 

Membranen In eine derartige vorbestimmte Orientlerung zu brlngen, dass beim Verfahrensschritt d) der 
elefctrische Fuslonsimpuls rechtwmklig zur Richtung dieser Kontaktebene aniegbar ist 

10. Nach dem Verfahren gemSss Anspruch 7 hergestellte Rinder-Embryos. 
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